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Mutants de la gpl2 0 et leurs applications 
biologiques 

L 1 invention vise des mutants de la gpl2 0 et 
leurs applications • 

On sait que les interactions entre le CD4 de cellules 
cibles et la gp!2 0 de HIV impliquent des regions 
conservees de la gpl20, en particulier un tryptophane (W) 
en position 427 selon la numerotation des acides amines 
de Kwong et al (r§f 1 dans la liste bibliographique en 
fin de description) . 

Dans I'article de Misse et al (2), dont 
certains des co-auteurs sont co-inventeurs de la presente 
demande, il a §te demontrS qu'une structure stable, dite 
conservee de la gpl2 0 # contenue dans la zone CI, a savoir 
1'hSlice al amphipatique, est impliquee dans les 
interactions avec le r£cepteur CD4 . De plus la 
construction d'une gpl20 sans 1'hSlice a-1 a permis de 
demontrer qu'iine interaction est tou jours possible avec 
la cellule cible, en particulier avec le recepteur 
CXCR4, recepteur aux chimiokines sur les lymphocytes. 

En induisant des mutations ponctuelles dans les 
structures conservees de la gpl2 0, et plus specialement 
de l'helice al et de l'helice a2, les inventeurs ont mis 
en Evidence le role important joue par ces structures 



dans les interactions avec les cellules cibles. 

L 1 invention vise done des mutants de la gpl20, 
caracterises en ce qu'ils comportent au moins une 
mutation dans une region riche en acides amines 
aromatiques de l'helice al et/ou de 1'helice a2 de la 
gpl20 . 

Des mutants selon 1' invention comprennent au 
moins une mutation, cette mutation etant situ§e dans la 
region de la gpl2 0 correspondant a la cavitfi 
d' interaction avec le CD4 . 

L 1 invention vise plus specialement les mutants 
de la gpl2 0 dans lesquels W en position 112 est remplace 
par un acide amine non aromatique tel qu'une serine S. 

Une telle mutation induit une absence totale de 
fusion cellulaire. Les tests de fusion cellulaire, qui 
sont rapport#s ci-apres dans la partie exemple, montrent 
ainsi que la substitution W112S abolit la formation de 
syncytia entre des cellules HeLa-Tat (exprimant une gpl60 
contenant cette mutation) et des cellules HeLa P4 . De 
plus, un virus contenant cette meme mutation est 
incapable d'infecter des lymphocytes humains. Une 
substitution de ce meme W (rSsidu aromatique bicycle) par 
un residu aromatique (monocyclique) diminue ces fonctions 
mais ne les supprime pas . 

De plus, chez de tels mutants, la 
reconnaissance par des anticorps specifiques du site de 
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liaison a CD4 defini par Cordonnier et al (3) est 
fortement diminute. 

Ces resultats montrent done le r61e capital de 
la structure conservee de l'htlice al pour la fixation au 
CD4 . 

En plus de la mutation en position 112, de tels 
mutants peuvent egalement comporter une mutation de F en 
position 383 en alanine et/ou du tryptophane en position 
427 remplace par une glycine et/ou du tryptophane en 
position 479 remplace par une serine. 

Lies donnees cristallographiques publiSes dans 
(1) ont permis de visualiser d'une part la position de 
l'helice alpha 1 de la gpl20 dans cette structure 
tridimensionnelle et d 1 autre part des rSsidus 
tryptophane • 

Ces donnees ont confirm^ les resultats des 
experiences biologiques evoquees ci-dessus. 

En particulier, le W 112 se trouve dans la 
poche hydrophobe dficrite comme poche d 1 interaction de la 
gpl2 0 au CD4 ; cette poche est constitute d'un "cluster" 
de residus aromatiques, qui interagirait avec un autre 
residu aromatique la F43 du CD4 . En outre, il ressort de 
cette etude que les residus tryptophane ont une position 
strategique dans cette poche, Ainsi toute mutation de 
l'un d'entre eux d§stabiliserait cette "cavite" et 
empecherait toute liaison avec la F43 du CD4 . 



D'autres mutants selon 1' invention, 

comprennent, le cas echeant en plus des susdites 
mutations dans la structure de l'helice al, au moins une 
mutation, qui est situee dans la region de la gpl2 0 
correspondant a la structure de 1'hSlice a2, en aval de 
la boule V3 de la gpl2 0. 

L' invention vise tout specialement le mutant 
dans lequel W en position 338 est remplace par une 
serine. 

Cette mutation unique est capable d'induire une 
absence totale de fusion cellulaire lorsqu'on met en 
presence des cellules cibles CD4 + , CXCR4* et des cellules 
qui expriment la gpl20 mutee W338S. 

Le virus complement e par une enveloppe 
comportant la mutation W33 8S au niveau de la gpl20 n'est 
plus capable d'infecter les cellules (voir figure 3). 

Comme not§ plus haut, W faisant partie de la 
structure a2 conservee, cet acide amine se trouve done 
dans la deuxieme poche contenant des residus aromatiques 
et des residus hydrophobes. 

Cette mutation suggere alors que cette 
structure est impliqu^e dans 1 ' interaction avec les co- 
recepteurs, par exemple CXCR4, compte tenu des resultats 
biologiques . 

Les mutants selon 1' invention, en permettant 
d'etudier le role des structures conservees constituent 



une nouvelle fagon d'aborder les interactions agents 
infectieux- cellules cibles. Le fait de mieux apprehender 
la f onctionnalite des differentes structures conserves 
impliqu£es dans les interactions agents pathogenes- 
cellules cibles permet en effet la conception de 
molecules therapeutiques ou immunisantes contre le VIH. 

L' invention, mettant a profit la mise en 
Evidence de ces poches d 1 interaction, vise des composes 
capables de mimer le CD4 , et dotes ainsi de proprietes 
inhibitrices vis-S vis de la gp!20. 

Elle vise Sgalement des peptides mimant les 
boucles extracellalaires des co-rScepteurs, capables de 
se loger dans lesdites poches hydrophobes. 

L 1 invention concerne egalement des peptides 
capables de mimer les regions constantes de la gpl20 
evoquees ci-dessus, et susceptibles de constituer des 
candidats comme vaccins . L 1 invention fournit ainsi des 
modeles pour 1 ' elaboration de tels candidats. 

En outre, en effectuant des mutations sur la 
premiere cavite, il est possible d'induire des 
transformations de la gpl20 permettant une meilleure 
exposition de la deuxieme cavite, et par 1& de la gpl20 
en tant qu 1 antigene . De maniere avantageuse, on obtient 
alors une reponse immune adaptee contre ces regions 
constantes habituellement cachees . 



Par de telles transformations, il est egalement 
possible d'induire des dissociations entre la gpl20 et la 
gp41. Comme montre dans les exemples donnes ci-aprds, on 
n* observe aucune fusion lorsqu 1 on utilise des virus 
complementes par vine gpl60 comportant vine mutation au 
niveau de la gpl20, alors que la glycoprotSine 
responsable de la fusion est la GP41. La mutation sur la 
gpl2 0 constitue done une cible pour empScher la fusion du 
virus. On dispose ainsi d' epitopes cles pour 6viter 
1* infection par HIV. 

D'autres caract€ristiques et avantages de 
1» invention sont donnes dans les exemples qui suivent , 
dans lequels il et fait reference aux figures 1 et 2 . 

La figure 1 represente les r€sultats de tests 
d' inf ectivite de pseudovirus HIV-1 complementes par une 
enveloppe comportant des mutations selon 1 1 invention au 
niveau de la gpl20 et la figure 2, la structure 
cristalline de la gpl2 0. 

Exemple : obtention et etude de mutants de la 

gpl20 

Ces mutants de gpl2 0 ont ete testes dans 
plusieurs systemes biologiques : 

(i) la fusion cellulaire (enveloppes mutees & 
la surface des cellules) , (ii) les infections virales 
(pseudo-virus complement's par des gpl20 mutees), (iii) 
1' analyse de la topologie de ces gpl20 mutees faite par 
differents anticorps monoclonaux reconnaissant diffSrents 



Epitopes de la gpl20 dans le " CD4 binding site", et (iv) 
l 1 analyse de la gpl2 0 & travers les donnSes 
cristallographiques . 

Ces experiences ont ete realisees en utilisant 
les materiel s m^thodes suivants : 

• Plasmides, anticorps et pseudovirus 

Le plasmide pHXB2ENV (code pour 
l'enveloppe gpl60 du VIH-IIIB) , le plasmide pCMV-rev 
(code pour la proteine Rev sous le controle du promoteur 
CMV) , et 1* anticorps monoclonal 902 (dirige contre la 
boucle V3 de la gp!20) , ont 6te obtenus du NIH AIDS 
Research and Reference Reagent Program (EU) . Le 
pseudovirus pNL4-3env-GFP a ete fourni par le Dana-Farber 
Cancer Institute, Boston, EU. Ce plasmide contient le 
genome du VIH-1 NL4-3 delete du gene Env, ainsi qu'une 
substitution du gene Nef par le gene codant pour la 
proteine GFP (Green Fluorescent Protein) . 

• Mutagenese dirigee dans l'helice alpha 1 de 

la gpl2 0 

Dans le but d'Studier les residus W presents 
dans la structure h61ice alpha 1 de la gpl2 0, la region 
Ndel-HincII du gene codant pour la gpl2 0 a ete 
reconstitue. A cet effet on a utilise un oligonucleotide 
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dans lequel ont etS introduits deux sites de restriction 
(Hpal et Hindlll) entourant l'helice alpha l (2). 
L'helice alpha 1 de la gpl20 possede deux r6sidus 
tryptophane (W96 et W112) (4) . Les sites Hpal et 
Hind III ont permis d'^changer pour chaque construction 
un fragment HPal-Hind III sauvage par un fragment Hpal- 
Hind III mute . Les mutations ont ete ef f ectuees soit 
simultanement sur les deux W, soit sur un seul 
tryptophane. La mutagenese dirigee a 6te ef fectuee par la 
methode des oligonucleotides chevauchants compris entre 
le site Hpal et Hind III du plasmide pBS . Dans le tableau 
1 ci-dessous ne figurent que les oligonucleotides qui 
comportent la mutation souhaitee. 

Tableau 1 



Mutants 


Oligonucleotides 


96W/S 


3 AAC GTG AC A GAA AAT TTT AAC ATG AGT AAA AAT G J 


112W/S 


3 GAT ATA ATC AGT TTA TCT GAT CAA AGC 


96W/I 


' AAC GTG ACA GAA AAT TTT AAC ATG ATC AAA AAT G J 


112W/I 


3 GAT ATA ATC AGT TTA ATC GAT CAA AGC 


96W 


3 AAC GTG ACA GAA AAT TTT AAC ATG TGG AAA AAT G* 


112W 


3 GAT ATA ATC AGT TTA TGG GAT CAA AGC 



• Fusion cellule-cellule 



Les vecteurs d 1 expression contenant les 
differentes enveloppes gpl60 (pHXB2ENV, 50 0ng) ont ete 



co-transf ectes avec 500 ng de pCMV-rev dans des cellules 
HeLa-Tat. La methode de transfection utilisee a et6 la 
lipofection (lipofect amine, GIBCO) comme decrit dans (2). 

Le pCMV-rev est indispensable pour activer 
1' expression du gene ENV present dans le plasmide pHXB2 
ENV. Les cellules transfectees ont ensuite et€ mises en 
coculture avec les cellules HeLaP4 (CD4-LTR LacZ) comme 
decrit sans (2) . 

• Expression a la surface cellulaire des gpl20 

mutees 

La technique de transfection utilisee a 6t6 la 
m§me que celle employee dans le cas de la fusion cellule- 
cellule. 

Vingt-quatre heures avant la co-transf ection, 
les cellules HeLa-Tat ont ete placees dans des puits de 
3,5 cm de diametre recouverts de lamelles de verre (12 mm 
de diametre) . Les cellules ont ete incub§es 48 heures 
apres la co-transf ection avec l'Acm 902 (dirige centre la 
boucle V3 de la gpl20) a la concentration de 10 pig/ml. 
Cette incubation a €te realisee en presence de 0,1 % 
d'azide de sodium (NaN 3 ) et en tampon PBS. Apres 2 
lavages en PBS 0,3 % BSA /0,1 NaN 3 , les cellules ont 
ensuite ete incubees avec un anticorps anti-IgG de souris 
marque au Texas -red (Molecular probes) . Apres 3 lavages 
extensifs, les cellules ont ete fixees pendant 2 minutes 
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avec un melange ethanol- acetone (1:2). Apres montage des 
lamelles sur des lames avec du Mowiol, les cellules ont 
ete observes en microscopie confocale. 

. Dosage de la p24 par ELFA (Enzyme linked 
fluorescent assay) 

Le dosage de la p24 est effectuS avec le 
systSme automatise VIDAS HIV DUO (BioMSrieux) . Ce test 
repose sur une detection simultanSe de 1 ' antigSnemie p24 
et des anticorps anti-VIH-1 et anti-VIH-2. Le principe du 
test associe deux reactions immuno - enzymat iques a une 
detection en fluorescence. Ce test est muni d , un c6ne k 
usage unique qui sert S. la fois de phase solide et de 
systeme de pipetage. Dans la partie basse du cone, sont 
fixes trois peptides de ssynthese (gp4l, gp36 et un 
peptide spoecifique du type O) conjugues a des Acms de 
souris anti-IgG humaines marques h la phosphatase 
alcaline. Dans la partie haute du cone, sont fixes des 
Acms anti-p24. Lors de la realisation du test, un 
anticorps de lapin anti-p24 biotinyle (conjugue 3. la 
streptavidine -phosphatase alcaline) est ajoute en m§me 
temps que 1 1 echantillon. Le substrat, 4 -methyl - 
ombelliferyl -phosphate, permet de mesurer la fluorescence 
qui est proportionnelle a la quantite d'Ac anti-HIV et/ou 
d'Ag p24 presents dans 1 1 echantillon. La reaction est 
realisee en 90 minutes et une lecture de la fluorescence 
est faite avec le lecteur specifique du test VIDAS 
(longueur d'onde de 45 0 run) . 
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Infections des lymphocytes humains par des 
pseudo -virus mutes obtenus par complementation. 

Des cellules 293 ont 6te co- transf ectees avec 
10 ng de pseudovirus pNL4-3 GFP, 2 fig du plasmide 
pHXB2ENV (contenant ou non les diffSrentes mutations dans 
la SUgpl20) et 1,5 fig du plasmide pCMV-rev. Pour cela, la 
methode de transfection au phosphate de calcium a etS 
utilisee. Quarante-huit heures apr&s la transfection, les 
surnageants des cellules ont et6 preleves, filtrSs et 
conserves a -80°C jusqu'S. 1 1 utilisation. Une mesure de la 
p24 a ensuite ete effectuSe sur ces differents 
surnageants. Des lymphocytes humains stimules 
prelablement pendant 3 jours par 10 /xg/ml de PHA 
(Phytohemaglutinine) # 50 U d'IL-2 dans un milieu de 
culture RPMI 1640-10 % SVF (Serum de Veau Foetal) , ont 
etS incubes avec les differents surnageants de cellules 
2 93 transf ectees (contenant une concentration identique 
de p24) . 

Les capacites infectieuses des differents 
surnageants ont ete visualisees par microscopie a 
fluorescence (expression de la proteine GFP dans les 
lymphocytes) et determinees par un dosage de la p24 
(suivi periodique tous les 3 jours) dans les surnageants 
de culture de lymphocytes infectes. 
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. Analyses S true tur ales 

La structure du complexe constitute par le 
coeur de la gpl2 0, les deux premiers domaines du CD4 et 
le fragment Fab de l"anticorps neutralisant 17b a ete 
recemment determinee par cristallographie aux rayons X 
(1) . Cette structure a ete d§posee dans proteine data 
base (pdb) sous le code d'acces "Igcl". Les coordonnees 
structurales de ce complexe ont ete analysees avec le 
logiciel Insight I (MSI pour Molecular Simulations) sur 
la station graphique Oxygene (Silicon graf ic 0 2 ) . La 
visualisation et la modelisation des domaines de la gpl20 
et du CD4 ont ete effectues a l'aide du programme 
Discover (MSI) sous 1 • environnnement Insigth II. 

• Resultats 

. Capacites fusiogenes des enveloppes gpl60 

Afin d'evaluer les capacites fusiogenes 
des differentes enveloppes gpl60 exprimees Sl la surface 
des cellules HeLa-Tat transf ect^es, ces cellules ont Ste 
mises en co-culture avec des cellules HeLa P4 (CD4 I/TR 
LacZ) . 

Les resultats obtenus sont donnes dans le 
tableau 2 suivant 
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Tableau 2 



Mutations dan^ la nn19H 


rUUiUcniagc Uc luycro Q6 rusion 


Type sauvage 


100 % (environ 1500 foyers de fusion/puit) 


96W/S et 112W/S 


0 % 


96W/I et 112W/I 


0 % 


96W/F et 112VWF 


60 % 


96W/F 


100 % 


112W/F 


60% 


96W/S 


Non determine 


112W/S 


0% 


427W/S 


0% 


338W/S 


0% 


Contrflle 


0% 


On constate '; 


a. 1 • examen de ces resultats que des 



mutations simultanees sur les deux residus tryptophane de 
l'helice alpha 1 (W96 et W112) en serine ou en isoleucine 
rendent I'enveloppe gp 160 incapable d'induire des 
syncytia entre les cellules. Le meme phenomene est 
observe avec I'enveloppe gp 160 contenant la mutation 
ponctuelle 112 W/S et/ou 338 W/S. En revanche, la 
substitution d'un residu tryptophane (W) par un r€sidu 
aromatique phenylalanine (F) , d'indice hydrophobicite 
proche, reduit d' environ 50 % les capacit§s fusiogenes 
des enveloppes mutees . On peut constater que, quelle que 
soit la construction, ce ph^nomdne est observS uniquement 
lorsque le residu W112 et/ou le residu W338 est (sont) 
implique(s), ce qui denote 1" importance biologique de ce 
ou ces residus, par rapport au groupement W96 (dans le 
cadre de ces experiences) . Tous ces resultats ont ete 
compares avec ceux obtenus avec I'enveloppe gpl6 0 sauvage 
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(dans laquelle onobserve environ 1500 foyers de fusion) . 
Le controle negatif etait la mise en co- culture de 
cellules HeLa-Tat non transf ectees avec des cellules HeLa 
P4 (aucun foyer de fusion n'a ete observe) . 

Ces resultats indiquent que le residu W112 
et/ou le residu W338 est (sont) implique(s) dans les 
interactions gpl20-cellules cibles, qui precedent le 
phenomene de fusion cellulaire. 

Expression a la surface cellulaire des 
proteines gpl20 

La gpl20 a St€ detectee par l'Acm 902, dirig£ 
contre la boucle V3 de la gpl2 0. Ce dernier a ensuite etS 
revele par un anti-IgG de souris coupl€ au Texas red* On 
constate qu'aussi bien la gpl20 sauvage que la gpl20 
112W/S, sont exprimees S. la surface des cellules, 
L 1 incubation de l'anticorps 902 avec des cellules HeLa- 
Tat non transf ectees ne donne aucun signal, 

Capacites infectieuses des peudo- virus 

coznplementes 

La figure 1 montre 1' evolution du taux de p24 
dans les surnageants de lymphocytes (prealablement 
activees par 10 /ig/ml de PHA et 50 U / ml d'IL2) mis en 
contact avec : 



• 
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- le pseudovirus complemente par la gpl20 de 
type sauvage (courbe - -) 

- le pseudovirus complemente par la gpl2 0 mutee 
(gpl20 112W/S) (- © -) 

- le pseudovirus complemente par la gpl20 mut€e 
(gpl20 338W/S) 

Dans le premier cas, le taux de p24 diminue 
d'abord pour augmenter considerablement (k partir du 
lOeme jour apres 1 ' infection) , ce qui prouve la presence 
d'une p24 synthfitisee de novo, produit d'une infection 
virale . 

Dans le deuxieme cas, le taux de p24 diminue 
progressivement pour disparaitre completement au 2 0dme 
jour (apres la mise en contact) . II n»y a done pas eu 
infection des cellules grace a la mutation 112 W/S dans 
la gpl20. Ce fait a Ste confirme par 1' absence 
d' expression de la proteine GFP dans les cellules 
incubees avec le virus mute 112 W/S et/ou 338 W/S 
(visualisation en microscopie a fluorescence) . 

L' absence d 1 infection des cellules observSe 
dans ce dernier cas, peut-etre explique par 1 1 absence de 
formation de syncytia. visualisSe precedemment avec des 
cellules exprimant a leur surface la gpl20 112 W/S et/ou 
la gpl20 338 W/S . 
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Analyse tridimensionnelle et localisation 
structurale des mutations effectuees. 

La structure cristallographique du complexe 
gpl20-CD4-17b Fab a recemment ete d^terminee (3) avec une 
resolution de 2,5 i (Figure 2), 

Les coordonnees de cette structure ont ete 
analysees & l'aide du logiciel Insight II, permettant de 
situer les acides amines dans un contexte tridimensional 
beaucoup plus resolutif que les modeles pr€dictifs qui 
ont ete a 1 1 origine de notre demarche . 

L 1 analyse de la structure cristallographique du 
complexe gpl2 0-CD4 met en Sviddence un noitibre de residus 
reduits formant 1' interface entre les deux protSines. 
L 1 interaction majoritaire entre la gpl2 0 et le CD4 est 
localisee au niveau d'une poche hydrophobe, impliquant 
I'acide amine W427 de la gpl20 et le r^sidu F43 du CD4 
(Wyatt et Coll., 1998). 

De plus, comme le montre la Figure 3, le W112 
est strategiquement localise dans cette cavite riche en 
residus aromatiques et interagit directement avec la F43 
du CD4 . Le residu F43 se logerait au milieu de cette 
poche et interagirait directement avec W112 . 
L • interaction du W112 avec la F43 et le W427 permettrait 
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de stabiliser l 1 ensemble de la poche hydrophobe. On peut 
noter que le W112 et le W427 sont situes a une distance 
infSrieure ou egale a 5i l'un de 1' autre, ce qui nous 
indique que ces deux residus tryptophane sont 
susceptibles d'interagir fortement. 

Cette interaction pourrait etre realisee par 
effet d'empilement des noyaux aromatiques entre ces deux 
residus ou par liaison dipole-dipole . De plus, ces 
distances peuvent s'av€rer en reality Stre beaucoup plus 
reduites en tenant compte de 1' aspect dynamique des 
interactions molSculaire In vivo. 

L 1 analyse cristalline a permis en outre de 
dScouvrir que W 338 de I'helice a2 est susceptible de 
jouer un role majeur dans la stabilite de la deuxieme 
cavite (sur un total de 2 cavites incluses a 1'intSrieur 
de la gpl20) , const ituee des residus hydrophobes et 
aromatiques. Dans ces conditions, cette cavite peut etre 
consideree comme capitale dans les interactions avec la 
gpl20 et les co-recepteurs , par exemple CXCR4 . 
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RE VEND I CATIONS 



1/ Mutants de la gpl20, caracterises en ce 
qu'ils comportent au moins une mutation dans une r£gion 
riche en acides amines aromatiques de l'helice al et/ou 
de l'helice a2 de la gpl20. 

2/ Mutants selon la revendication 1, 
caracterises en ce qu'ils comprennent au moins une 
mutation, cette mutation Stant situSe dans la region de 
la gpl2 0 correspondant a la cavite d' interaction avec le 
CD4. 

3/ Mutants selon la revendication 2 dans 
lequels W en position 112 est remplace par un acide aminS 
non aromatique, tel qu'une serine . 

4/ Mutants selon l'une quelconque des 
revendications 2 ou 3, caracterises en ce qu'ils 
comportent en outre une mutation de F en position 3 83 en 
alanine, et/ou du trytophane en position 427 en glycine, 
et/ou du tryptophane en position 479 en serine. 

5/ Mutants selon la revendication l, 
caracterises en ce qu'ils comprennent au moins une 
mutation qui est situee dans la region de la gpl2 0 
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correspondant a la struture de l'helice a2, en aval de la 
boucle V3 de la gpl20. 

6/ Mutants selon la revendication 5, 
caracterises en ce que W en position 338 est rentplacSe 
par une serine. 
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